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Dit rapport "Sporenproduktie van de schimmel Ascochyta caulina, een potentieel mycoher-
bicide tegen Chenopodium album" geeft een overzicht van de verbetering van de sporen-
kweek van deze schimmel, gedurende drie jaar onderzoek. De sporenproduktie van A caulina 
op verschillende media, de sporenkieming en de oogstmethoden van sporen vanaf verschillen-
de media werden bestudeerd. Dit onderzoek werd uitgevoerd in het kader van het Meerjaren-
plan Gewasbescherming. 
Het effect van de volgende vloeibare en vaste media op de sporenproduktie van de schimmel 
werd bestudeerd: moutagar, havermoutagar, ruwe rogge-agar, rogge vloeibaar, heldere 
V8-agar, ongebeukte haverkorrels, gerstekorrels en tarwezemelen. A caulina groeide relatief 
slecht op vloeibare media. Dit bleek niet alleen uit het door ons uitgevoerde experiment. 
Dit was al eerder waargenomen door stagiaires op het AB-DLO. Wat betreft de vaste-
agarmedia bleken de meeste sporen geproduceerd te worden op havermoutagar. Van de 
vaste media was tarwezemelen het beste medium. De maximale sporenproduktie op haver-
moutagar werd bereikt na 14 dagen incubatie bij 20 °C en continue belichting. Voor tarwe-
zemelen zag het beeld er hetzelfde uit, alhoewel dit nog nader bestudeerd moet worden. 
De sporen werden geoogst door de vaste-agarmedia te bevochtigen met ruim water of met 
Tween 80 0,05 %. Naarmate de bevochtigingsduur langer was, werden er meer sporen ge-
oogst. Het optimum werd bereikt na zo'n 3 uur bevochtigen. Het afkrabben van de sporen-
suspensie met behulp van een Drigalski-spatel, verhoogde de sporenopbrengst. Het filtreren 
van sporensuspensies door kaasdoek had géén effect op de sporendichtheid van de suspensie, 
maar verwijderde wel de grovere stukjes medium en mycelium die in de suspensie waren mee-
geoogst. De sporenoogst vanaf de vaste media verliep zoals hierboven beschreven, met als 
enige verschil dat we het afkrabben van de sporen met behulp van de Drigalski-spatel achter-
wege lieten. Toevoeging van de voedingsstoffen Gist en Czapek-Dox had een positieve invloed 
op de sporenkieming van A caulina. Wanneer de voedingsstoffen achterwege gelaten wer-
den, werden de sporen na verloop van tijd iets smaller (ze verschrompelden) en kiemden ze 
slechter. De lengte van de schimmelsporen varieerde tussen 11-17 urn; de breedte varieerde 
tussen 4 -8 urn. 
Op basis van de volgende criteria komen we tot de conclusie dat tarwezemelen het beste 
medium is om sporen van A caulina op te produceren: 
* de sporenproduktie was hierop het hoogst van alle geteste media. Een aantal van 
1,3 x 1010 sporen per glazen petrischaal (met een doorsnede van 20 cm, met daarin 30 g 
tarwezemelen) was haalbaar. 
* dit medium was gemakkelijk te bereiden. 
* er traden zelden verontreinigingen in de sporenkweek op, bij gebruik van dit medium. 
* de sporen van A caulina waren gemakkelijk vanaf dit medium te verzamelen. 
* de sporen op dit medium kunnen gedroogd en minstens 8 maanden in de koelkast 
bewaard worden zonder dat ze hun infectieusiteit verliezen. 
Summary 
The fungus Ascochyta caulina is studied for use as a mycoherbicide against Chenopodium 
album. In this report, progress in production of pycnidiospores of A caulina obtained in the 
last three years is described. In these years, spore production on different media in relation to 
harvest methods and maintenance of germinative capacity were studied. This research was 
done within the framework of the long-range crop protection plan of 1991 of the Dutch 
Government. 
The effect of the following liquid and solid media on spore production of the fungus was 
studied: malt agar, oat meal agar, raw rye agar, fluid rye, clear V8 agar, untreated oat seeds, 
barley seeds and wheat bran. A. caulina grew poorly on liquid media. This was also noticed in 
the past by students at AB-DLO who worked with liquid media. Regarding the solid agar 
media, spore production on oat meal agar was highest of all agar media tested. Wheat bran 
was the best solid medium. Maximal spore production on oat meal agar was reached after 14 
days of incubation at 20 °C and continuous lighting. On wheat bran, spore production showed 
the same course, but is still under investigation. 
Spores were harvested by flooding the agar media with an ample use of water or polysorbate 
80 0,05 %. More spores were harvested when the period of moisturize was longer. 
The optimum was reached after 3 hours of flooding. Scraping off of the spore suspension with 
a Drigalski-scoop, increased the number of spores harvested. Filtering the spore suspension 
through cheese cloth removed the bigger pieces mycelium and medium that were harvested in 
the suspension, but had no effect on the spore density of the suspension. Spore germination 
of A. caulina was stimulated by adding the nutritious matter Yeast and Czapek-Dox to the 
spore suspension. When there was no nutrition added to the spore suspension, the spores 
looked smaller and their germination was much worse. The length of the fungus spores varied 
between 11-17 urn, the width varied between 4 -8 urn. 
On the basis of the next criteria we decided that wheat bran was the best medium for 
production of spores of Ascochyta caulina: 
* Spore production on this medium was the highest of all tested media. A number of 
1.3 x 1010 spores per glass petri-dish (0 20 cm containing 30 g wheat bran) were 
produced. 
* The medium was rather easily prepared. 
* This medium became rarely contaminated with other micro-organisms during spore 
production. 
* Spores could be harvested from the medium rather easily. 
* Spores produced on the medium could be stored in a refrigerator until use. After eight 
months of storage at 5 °C, spores were still infectious. 
1. Inleiding 
1.1. Probleemstelling 
Het beleid van de Nederlandse overheid is gericht op terugdringing van het gebruik van 
chemische bestrijdingsmiddelen in de land- en tuinbouw. Biologische bestrijding is een 
methode om de afhankelijkheid van chemische bestrijdingsmiddelen te verminderen. 
In de glastuinbouw wordt al langer gebruik gemaakt van biologische bestrijdingsmiddelen. 
Daar worden insecten zoals sluipwespen en roof mijten ingezet ter bestrijding van witte vlieg 
respectievelijk spint. 
Biologische onkruidbestrijding is vaak gericht op afzonderlijke plantesoorten, waartegen 
selectieve aantastende organismen worden ingezet. Het gebruik van schimmels als biolo-
gische onkruidbestrijdingsmiddelen staat nog in de kinderschoenen. Zo werd er in 1981 een 
vloeibare formulering, bestaande uit een mengsel van mycelium en chlamydosporen van de 
schimmel Phytophthora palmivora, als het eerste mycoherbicide, DEVINE, toegelaten. Het 
middel werd in Florida ontwikkeld tegen het klimmende onkruid Morrenia odorata (Ridings 
etat., 1978). 
In 1982 werd in de VS het biologisch onkruidbestrijdingsmiddel COLLEGO toegelaten. Het 
onkruid Aeschynomene virglnica kan bestreden worden met de schimmel Colletotrichum 
gloeosporioides f.sp. aeschynomene (Daniel et al., 1973; Templeton et al., 1978). De ontwik-
keling op dit gebied is in Europa minder ver gevorderd dan in Noord-Amerika. Eén van de 
Produkten in ontwikkeling is Chondrostereum purpureum ter bestrijding van Amerikaanse 
vogelkers in de Nederlandse bossen (Scheepens & Hoogerbrugge, 1990). 
De eisen waaraan een schimmel moet voldoen om als mycoherbicide toegepast te kunnen 
worden, werden door Charudattan (1989) samengevat en hebben betrekking op: 
1. specificiteit (géén aantasting van planten waartegen de bestrijding niet is gericht); 
2. voldoende virulentie (agressiviteit: kieming, penetratie, kolonisatie, remming van de 
ontwikkeling, doding); 
3. goede hanteerbaarheid (gemakkelijk te kweken, isoleren en sporuleren, toe te passen 
en te bewaren). 
In 1991 werd het onderzoek opgestart naar toepassing van Ascochyta caulina als mycoher-
bicide tegen melganzevoet. Dit onderzoek werd uitgevoerd op het CABO-DLO (Centrum 
voor Agrobiologisch Onderzoek), nu AB-DLO (Instituut voor Agrobiologisch en Bodem-
vruchtbaarheidsonderzoek) te Wageningen. In het kader van het Meerjarenplan Gewas-
bescherming behoort dit project tot het deelprogramma 'Biologische bestrijding van ziekten 
en onkruiden'. Het is, zowel voor dit onderzoek als mede voor de commercialisering van het 
mycoherbicide, van belang dat voldoende sporen van de schimmel geproduceerd kunnen 
worden. In dit rapport is het belangrijkste onderdeel de optimalisatie van de sporen-
produktie van A caulina. Verder staan de bewaarbaarheid en de kiemkracht van de sporen 
beschreven. 
1.2. Chenopodium album en Ascochyta caulina 
Chenopodium album (melganzevoet) is een zomerannuel en behoort tot de familie 
Chenopodiaceae (ganzevoetachtigen). Het groeit in alle bewoonde delen van de wereld, 
behalve in extreem droge gebieden. Het krachtigst groeit deze plant in de gematigde 
gebieden, waar het een krachtige concurrent van de gewassen kan zijn (Schroeder et al., 
1993). 
In mals is atrazin het meest gebruikte herbicide. Er zijn al veel gevallen bekend waarin 
melganzevoet resistent is voor dit herbicide. In de bietenteelt treedt soms nog laat in het 
seizoen veronkruiding met melganzevoet op. Herbiciden kunnen dan niet meer worden 
toegepast. De schimmel A caulina werd eind 1977 gevonden op melganzevoetplanten in 
Wageningen en door CABO-DLO medewerkers geïsoleerd. In 1978 en 1980 werden door de 
studenten Franken en Haverbeke op het CABO-DLO de eerste experimenten uitgevoerd met 
A caulina als mogelijk biologisch bestrijdingsmiddel tegen C album. 
Ascochyta caulina behoort in het schimmelrijk tot de klasse van de Deuteromyceten en de 
orde der Sphaeropsidales. De klasse van de Deuteromyceten wordt ook wel Fungi Imperfecti 
genoemd. De schimmels waarvan men een geslachtelijk stadium (nog) niet gevonden heeft, 
worden hieronder gerangschikt. Vooral later in het seizoen komt deze schimmel vaak voor, 
meestal op de oudere bladeren en op de stengel. De schimmel veroorzaakt necrotische vlek-
ken, waarin onder vochtige omstandigheden, donkere bolvormige vruchtlichamen gevormd 
worden (pycniden). Van der Aa en Van Kesteren (1979) concludeerden dat er in West-Europa 





Aan de soort die over het algemeen tweecellige pycnidiosporen vormt, geven zij bij voor-
keur de naam A caulina. Tevens concludeerden zij dat er meer dan 20 synoniemen voor 
A caulina zijn. De oorzaak hiervan is het feit dat er fenotypen van deze soort waargenomen 
zijn, die morfologisch sterk verschillen. Het blijkt (Menzies, 1966; Van der Aa & Van Kesteren, 
1979) dat het fenotype beïnvloed wordt door het (plante)substraat waarop de schimmel 
voorkomt en de groeiomstandigheden (jaargetijde-effect). Een uitgebreid literatuur-
overzicht over A caulina is opgesteld door Kempenaar en Horsten (1994). Daar A caulina 
zich zowel op de levende plant (ten koste van de plant) als op het dode planteweefsel in 
stand kan houden, is de schimmel een parasiet met enig saprofytisch vermogen (facultatieve 
parasiet). 
1.3. Produktie van inoculum 
Het massale kweken van de schimmel en het ontwikkelen van een handzaam produkt, zijn de 
volgende stappen in de totstandkoming van een biologisch bestrijdingsmiddel. Uit vijf studen-
tenverslagen werd belangrijke informatie verzameld. Zo was de kweektemperatuur van 
A caulina optimaal bij 20 CC (Thun, 1987; Pon, 1988). Er werd nogal wat geëxperimenteerd 
met de hoeveelheid licht die men aan de schimmel toe zou moeten dienen voor een optimale 
sporeproduktie. Men varieerde de daglengte tussen 8 uur licht en continu licht (Haverbeke, 
1980; Berghuijs, 1981; Thun, 1987; Pon, 1988; Loomans, 1988) waarbij continue belichting als 
optimaal werd ervaren. In 1991 werden er op het CABO-DLO enkele oriënterende proeven uit-
gevoerd met de schimmel Ascochyta caulina. Er werd gekeken naar de produktie van sporen 
op twee verschillende media en de sporenkieming. Op havermoutagarmedium werden van 
4 weken oude cultures 6 x 108 sporen per plastic petrischaal (met een doorsnede van 9 cm) 
verzameld en op moutagarmedium 4 x 107 sporen per petrischaal. 
Problemen waar we tegenaan liepen tijdens de sporenkweek waren de kiemkracht van de 
sporen en de hanteerbaarheid van de media. De kieming van de sporen, verzameld van cul-
tures ouder dan twee weken, liep sterk achteruit. De sporen zagen er ook wat verschrompeld 
uit. Zowel het maken van de media moutagar en havermoutagar als het verzamelen van de 
schimmelsporen vanaf deze media nam veel tijd in beslag. 
Nebane & Ekpo (1992) experimenteerden met een andere pycniden-vormende schimmel. 
Phoma bakeriana werd op de volgende media gekweekt: 
Czapek dox (CZA), Erwtenbladextract (CLEA), Maïsmeel (CMA), Glucosenitraat (GNA), 
Voedingsstof (NA), Moutextract (MEA) en Aardappeldextrose-agar (PDA). 
De beste groei van deze schimmel trad op bij 25 °C op moutextractmedium. Uit de literatuur 
(Schmitz-Elsherif, 1990) waren nog andere media bekend waar schimmels op gekweekt kon-
den worden. De schimmel Ampelomyces quisqualis Ces. werd normaliter ook gekweekt op 
moutagarmedium. Ter verhoging van de conidiënproduktie van deze schimmel werd er 
gebruik gemaakt van de volgende media: tarwekorrels, tarwezemelen, tarwegruis, maïs-
korrels, maïsgruis, speciale rijst, standaard rijst, haverkorrels, haven/lokken, volkorenhaver-
vlokken en zaagsel. Voor de produktie van deze schimmel was tarwezemelenmedium het 
beste substraat. Aan de tarwezemelen werden zaagsel, zand of glaskraaltjes toegevoegd om 
de zaak luchtig te houden, wat de sporenproduktie kan bevorderen. Met zand of zaagsel 
erbij liep de sporendichtheid op tot 3 x 109 sporen per g ruw materiaal = 1 x 1011 sporen per 
glazen petrischaal (met een doorsnede van 20 cm). 
1.4. Doel van dit onderzoek 
Voor een optimale uitvoering van het onderzoek aan biologische bestrijding van melganze-
voet met A caulina en een eventuele commercialisering, is het noodzakelijk om voldoende 
sporen van een gelijke kwaliteit te kunnen produceren. In dit rapport wordt het onderzoek 
aan dit onderwerp beschreven. Wanneer de media voor de sporenproduktie gemakkelijk te 
bereiden en de sporen snel te verzamelen zijn vanaf deze media, heeft dat voordelen. De 
sporenkweek in plastic Petrischalen (met een doorsnede van 9 cm) op agarmedia en de kweek 
op andere vaste substraten in glazen schalen (met een doorsnede van 20 cm) is bestudeerd in 
relatie tot de oogstbaarheid. 
Het zou gunstig zijn wanneer er een voorraad inoculum aan te maken is, die men gedurende 
een half jaar tot een jaar kan bewaren en waarvan de sporen na die tijd, onder veld-
omstandigheden nog goed kiemen. De bewaarbaarheid van sporen is daarom ook bestudeerd. 

2. Materiaal en methoden 
2.1. Algemeen 
2.1.1. Kweekruimten 
De schimmel A. caulina werd in een kweekkast (Leverancier: Marius Instrumenten, Nieuwe-
gein, Nederland) met zeven schappen vermeerderd. Er pasten 42 plastic Petrischalen, met een 
doorsnede van 9 cm, op één schap. Boven elk schap hingen drie TL-lampen van 13 Watt per 
stuk (FT 13W/kleur 83, fluorescentielampen) die continu brandden. Op een afstand van 10 cm 
boven een schap levert dat 73 mmolm"2s"1 op. Op een afstand van 25 cm boven een schap is 
dat 41 mmolm"2-s"1. Voor de in dit rapport beschreven experimenten, werden steeds de schap-
pen op 10 cm afstand van de lampen gebruikt. De temperatuur in de kweekkast was 20 eC 
continu. 
Melganzevoetplanten werden in een klimaatkamer (Leverancier: ENET Equipment Klimaat-
simulatie, Best, Nederland) opgekweekt. Klimaatkamertype: EPK 9 HF 75. De temperatuur in de 
klimaatkamer werd ingesteld op 12 CC (nacht) en 18 °C (dag). Dag/ nachtritme was 14 uur om 
10 uur. Lamptype: TL-D-HF. De lichtintensiteit op tafelniveau was 270 umol nr2s-1. 
2.1.2. Schimmelisolaten 
Op dit moment zijn er tien facultatieve schimmelisolaten in cultuur, waarvan zes Ascochyta 
caulina isolaten, op het AB-DLO (zie Tabel 2.1). De isolaten worden, op reageerbuizen gevuld 
met havermoutagarmedium, bewaard bij 4 °C. Elk half jaar worden de isolaten overgezet op 
vers medium. De nieuw aangeënte media worden gedurende een week in de kweekkast weg-
gezet, zodat de schimmels kunnen sporuleren. Daarna gaan de reageerbuizen voor een half 
jaar de koelkast in. Het A cau//na-isolaat wat gebruikt werd voor de experimenten in dit rap-
port, was isolaat 90-1, geïsoleerd door W. van der Zweerde (AB-DLO). 
Tabel 2.1 Schimmelisolaten in bewaring bij AB-DLO (juli, 1994) (Isolaatcode* staat voor het jaar 

























Chenopodium album (blad) 
C. album (stengel) 
C. album (blad) 
C. album (zaad) 
C. album (stengel) 
C album (stengel) 







Wageningen (De Eng) 
Wageningen (De Eng) 
Wageningen (CPRO) 
Wageningen (CPRO) 














De samenstelling van deze media staat beschreven in Appendix 1-1 tot en met 1-3. 
Bij de eerste vijf substraten werd gebruik gemaakt van plastic Petrischalen, zonder nok, met 
een doorsnede van 9 cm (Leverancier: Greiner Labortechnik, Alphen aan de Rijn, Nederland). 
Elke petrischaal werd aangeënt met 1 ml sporensuspensie. De schimmel werd op haver- en 
gerstekorrels gekweekt in glazen kookkolven van 250 ml en aangeënt met 1 ml sporen-
suspensie. De kweek op tarwezemelen werd uitgevoerd in grote glazen Petrischalen, met 
een doorsnede van 20 cm en een inhoud van 1 liter. Dit medium werd aangeënt met 5,10 of 
20 ml sporensuspensie. 
2.1.4. Inoculatie van Chenopodium album 
C album planten werden bespoten met sporensuspensie van A caulina met behulp van een 
DeVilbiss-spuit. De planten bleven gedurende en na de inoculatie in de klimaatkamer staan. 
Na de inoculatie werden de melganzevoetplanten echter gedurende 24 uur in een afgesloten 
bak geplaatst, met een doorzichtig plastic deksel, om de relatieve luchtvochtigheid rond de 
planten zo hoog mogelijk te houden. Uit eerder gedane experimenten was gebleken dat de 
schimmel bij een hoge relatieve luchtvochtigheid beter in staat is om de plant ziekte maken. 
Tween 80, 0,05 % werd aan de sporen toegevoegd als uitvloeien Er werden twee voedings-
stoffen aan de sporen meegegeven, daar deze de sporenkieming zouden bevorderen 
(Franken, 1978): 
* 0,4 g gist / liter sporensuspensie 
* 3,5 g Czapek dox / liter sporensuspensie (voor de samenstelling van deze voedingsstoffen: 
zie Appendix 11-1). 
2.1.5. Kweekschema van Ascochyta caulina 
Om virulentieverlies van de sporen van A caulina te voorkomen werd er voor de schimmel-
kweek een vaste procedure opgesteld. Dat hield in dat de schimmel regelmatig werd over-
geënt op vers medium en dat de oudste sporen, die gebruikt werden voor een inoculatie, 
nooit langer dan in totaal 7 weken in de kweekkast hadden gestaan. 
1) Melganzevoetplanten inoculeren in de klimaatkamer met sporen van A caulina. 
2) Na 1 week werden bladeren van de geïnoculeerde planten, die necrotische vlekken 
vertoonden, geoogst. Deze bladeren werden gedurende 3 minuten, in een flowkast in 
1,5 % Na-hypochloriet, ontsmet. Daarna werden de bladeren gedurende 1 minuut 
gespoeld in gedestilleerd water. De bladeren werden in stukjes gesneden en uitgelegd op 
havermoutagarmedium. 
3) Na 1 week was er een zwarte myceliummat gevormd op het medium. Deze bestond uit 
zwarte pycniden, met daarin tweecellige pycnidiosporen. Er werden stukjes mycelium 
overgeënt naar vers havermoutagarmedium (= overenting 0). 
4) Na 2 weken werd de sporensuspensie van de overenting O-schalen verzameld. Op elke 
petrischaal werd 10 ml steriel water gepipetteerd. Na een paar uur werd de sporen-
suspensie verzameld in een steriel bekerglas. De schalen werden met een steriele 
Drigalski-spatel afgeschraapt. Van de verkregen sporensuspensie werd steeds, met behulp 
van een steriele pipet, 1 ml overgebracht naar nieuwe Petrischalen gevuld met haver-
moutagarmedium. De sporensuspensie werd met behulp van een Drigalski-spatel uit-
gesmeerd over het medium (= overenting 1). 
5) Na 2 weken werd de sporensuspensie van de overenting 1-cultures verzameld, op 
dezelfde manier als de vorige overenting. Nu werden de overenting 2-schalen gemaakt. 
De schimmelsporen die op deze nieuwe Petrischalen met havermoutagarmedium 
gevormd werden, konden worden gebruikt voor een inoculatie. 
2.1.6. Sporenoogst 
Bij het oogsten van de sporen werd er een bepaalde hoeveelheid steriel water of Tween 80, 
0,05 % op de Petrischalen of kolven met de sporenkweek gepipetteerd. Meestal was dit 10 ml. 
Na enige tijd kon de sporensuspensie verzameld en de dichtheid bepaald worden. De sporen-
dichtheid werd bepaald met behulp van de telkamer van Bürker-Türk (zie Appendix 11-1). De 
sporendichtheden in de tabellen in de appendices zijn weergegeven in aantal sporen/ ml sus-
pensie. In Appendix 1-1 tot en met I-3 staat steeds vermeld hoeveel medium er van elk in een 
petrischaal of kolf zit. In het rapport zelf staan de sporendichtheden omgerekend naar sporen/ 
petrischaal of sporen/ kolf waarin ze zijn geproduceerd. Voor de praktijk is de laatstgenoemde 
methode gebruikersvriendelijker. Op deze manier is het gemakkelijker te berekenen hoeveel 
medium men voor een bespuiting in zou moeten zetten, om genoeg inoculum met een hoge 
sporendichtheid te kunnen verzamelen. 
2.1.7. Sporenkieming 
De kiemkracht van de sporen werd gevolgd op wateragar (1 %) (Appendix 1-1). Daartoe werd 
1 ml sporensuspensie op een petrischaal met wateragar gepipetteerd en uitgesmeerd met 
behulp van een Drigalski-spatel. De petrischaal werd gedurende 24 uur in de kweekkast weg-
gezet, waarna het percentage gekiemde sporen gescoord kon worden. Het percentage ge-
kiemde sporen werd in klassen verdeeld (volgens tabel 2.2), om het bespreken van de resul-
taten te vereenvoudigen. De grenzen van de klassen hebben we zelf bepaald aan de hand van 
inoculatieproeven. Zo was er ook bij 60 % kieming nog sprake van flink aangetaste planten en 
beoordeelden we deze kieming als goed. Bij alle experimenten, waar de kieming werd 
















Tabel 2.2 Verdeling van het percentage gekiemde sporen van Ascochyta caulina in klassen 







De sporegrootte werd bepaald met behulp van een lichtmicroscoop, vergroting: 10 x 1,25 x 40 
en een meetoculair waarbij 1 eenheid = 0.0008 mm. Daarna werden de gemeten waarden om-
gerekend naar urn. 
2.1.9. Statistische analyses 
Waar dat mogelijk was werden de resultaten van de uitgevoerde experimenten statistisch 
verwerkt met behulp van het Genstat 5-programma (Lane et al., 1987). Resultaten met een 
normale kansverdeling werden geanalyseerd met ANOVA. Op resultaten met een Poisson-
verdeelde kansverdeling werden log-transformaties toegepast. De analyse werd vervolgens 
uitgevoerd met ANOVA. Resultaten met een binomiale kansverdeling (= %) werden 
geanalyseerd met een logistisch regressiemodel (Oude Voshaar, 1991). 
2.2. Experimenten 
De experimenten met A caulina, die in 1992 en 1993 werden uitgevoerd, worden hier in 
chronologische volgorde behandeld. In dit rapport staan alleen de experimenten genoemd, 
die betrekking hebben op de sporenkweek, de sporenkieming en de sporengrootte van de 
schimmel. Per experiment werd er steeds één schap in de kweekkast gebruikt, waarbij de 
positie van de Petrischalen en de kolven op het schap volledig werd geloot. 
Experiment 1: 
- - De sporenproduktie van A caulina op verschillende media werd onderzocht; 
De gebruikte media zijn: moutagar, havermoutagar, heldere V8-agar, roggeagar en rogge 
vloeibaar; 
De media werden aangeënt met een stukje mycelium; 
Sporen werden geoogst van 13 dagen oude cultures door bevochtiging van het substraat 
met 10 ml steriel water, gedurende 24 uur; 
De sporendichtheid werd bepaald van twee Petrischalen per medium. Per petrischaal 
werd er éénmaal gescoord. 
Experiment 2: 
Het effect van het filtreren, van de geoogste sporensuspensie, door kaasdoek op de 
sporendichtheid werd onderzocht; 
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De behandelingen waren: wèl of niet filtreren van de, met een Drigalski-spatel afge-
krabde, geoogste sporensuspensies door kaasdoek; 
Het kaasdoek was eerst vochtig gemaakt met dezelfde vloeistof als die op de sporen 
stond, omdat de suspensie anders niet goed door het doek heen zou lopen; 
Het gebruikte medium was havermoutagar; 
Per behandeling werden er drie Petrischalen ingezet met 1,3 x 105 sporen per schaal; 
Sporen werden geoogst van drie weken oude cultures door bevochtiging van het 
substraat met 10 ml steriel water, gedurende 2 uur; 
De sporendichtheid werd bepaald van drie Petrischalen per behandeling. Per petrischaal 
werd er éénmaal gescoord. 
Experiment 3: 
Het effect van gedurende een bepaalde tijd vocht op de sporenkweek laten staan, op de 
sporendichtheid van de geoogste suspensies, werd onderzocht; 
Het gebruikte medium was havermoutagar; 
Per behandeling werden er drie Petrischalen ingezet met 1 x 107 sporen per schaal; 
Sporen werden geoogst van twee weken oude cultures door bevochtiging van het 
substraat met 10 ml steriel water; 
Dit liet men 1 of 3 uur op de Petrischalen staan; 
De sporendichtheid werd bepaald van drie Petrischalen per behandeling. Per petrischaal 
werd er éénmaal gescoord. 
Experiment 4: 
De mogelijke invloed van de lichtsterkte in de kweekkast op de sporenproduktie van 
A caulina werd onderzocht; 
Het gebruikte medium was havermoutagar; 
De behandeling was de plaats van de petrischaal in de kweekkast: Boven of Onder. 
De schalen werden per twee op elkaar weggezet; 
Per behandeling werden vijf Petrischalen ingezet, waarop steeds 1 ml sporensuspensie 
(waarvan de dichtheid niet bekend is) gepipetteerd en uitgesmeerd werd; 
Sporen werden geoogst van 2 weken oude cultures door bevochtiging van het substraat 
met 10 ml steriel water gedurende 2 uur; 
De sporendichtheid werd bepaald van vijf Petrischalen per behandeling. Per petrischaal 
werd er éénmaal gescoord. 
Experiment 5: 
De sporenproduktie van A caulina werd gedurende een maand gevolgd op 
havermoutagarmedium; 
De oogsttijdstippen waren: 7-11 -14-21 -28 dagen incubatie in de kweekkast; 
Per oogsttijdstip werden vijf Petrischalen ingezet; 
Per petrischaal werden 7 x 106 sporen opgebracht; 
Sporen werden geoogst door bevochtiging van het substraat met 10 ml Tween 80, 0,05 %, 
gedurende 4 uur. 
Gedurende een maand werden de volgende waarnemingen gedaan: 
* Sporendichtheden werden bepaald (sporen per ml omgerekend naar sporen per 
petrischaal); 
* De sporendichtheid werd bepaald van vijf Petrischalen per oogsttijdstip. Per petri-
schaal werd er éénmaal gescoord; 
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* Sporenkiemingspercentages werden bepaald volgens de standaardprocedure (zonder 
voedingsstoffen) van vijf Petrischalen per oogsttijdstip. Per petrischaal werd er één-
maal gescoord; 
* De dichtheden van het aantal kiemkrachtige sporen werden berekend, door de 
sporendichtheden te vermenigvuldigen met de daarbij behorende kieming-
spercentages; 
* Sporegrootte werd bepaald. Per datum werden van 20 sporen de lengte en de 
breedte opgemeten. 
Experiment 6: 
Dit was een herhaling van experiment 5. 
De enige verschillen in de proefopzet waren: 
Per petrischaal werden 5 x 106 sporen opgebracht-
De oogsttijdstippen waren: 4 - 7 -11 -14 - 21 - 28 dagen incubatie; 
De sporenkieming werd zowel mèt als zonder toevoeging van voedingsstoffen bekeken; 
Per oogsttijdstip en per kiemingsbehandeling werd van vijf Petrischalen de kieming 
bepaald. Per petrischaal werd er éénmaal gescoord; 
De sporegrootte werd in dit experiment niet gemeten. 
Experiment 7: 
De sporenproduktie van A caulina op hele gerstekorrels werd onderzocht. 
Er werden twee kookkolven ingezet: 
Per kookkolf werd 50 g gerst aangeënt met 1 ml sporensuspensie à 106 sporen; 
Sporen werden geoogst van 3 weken en van 2 maanden oude cultures door bevochtiging 
van het substraat met 160 ml Tween 80, 0,05 %, gedurende 3,5 uur; 
Op elk tijdstip werd er één kookkolf geoogst, waarvan de sporendichtheid éénmaal werd 
bepaald; 
Tevens werd de sporenkieming na 2 maanden incubatie, zowel mét als zonder toevoeging 
van voedingsstoffen éénmaal bepaald; 
De resultaten van dit experiment werden niet statistisch getoetst, daar er per behandeling 
steeds maar één waarneming was gedaan. 
Experiment 8: 
De sporenproduktie van A caulina op ongebeukte haverkorrels werd onderzocht: 
De haver was afkomstig van de proefboerderij van AB-DLO. 
Per kookkolf werd 30 g haver aangeënt met 1 ml sporensuspensie à 4,5 x 106 sporen; 
Sporen werden geoogst van 4 weken oude cultures door bevochtiging van het substraat 
met 80 ml Tween 80, 0,05 %, gedurende 4 uur; 
- ' Er werd één kookkolf geoogst, waarvan de sporendichtheid éénmaal werd bepaald; 
De resultaten van dit experiment werden niet statistisch getoetst, daar er maar één 
waarneming werd gedaan. 
Experiment 9: 
De sporenproduktie van A caulina op verschillende media werd onderzocht. 
De gebruikte media zijn: 
30 g gerstekorrels per kolf; 
30 g gerstekorrels + eenzelfde volume aan perlite-korrels; 
30 g haverkorrels + eenzelfde volume aan perlite-korrels; 
Perlite werd toegevoegd om het medium wat luchtiger te houden; 
Per medium werden twee kookkolven ingezet; 
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Per kolf werd 1 ml sporensuspensie à 1,1 x 107 sporen aangebracht; 
Sporen werden geoogst van 3 weken oude cultures door bevochtiging van het substraat 
met 80 ml Tween 80, 0,05 %, gedurende 6,5 uur; 
De sporendichtheid werd bepaald van twee kookkolven per medium. Per kolf werd er 
éénmaal gescoord. 
Experiment 10: 
Een herhaling van experiment 9: 
Per medium werden drie kookkolven ingezet; 
Per kolf werd 1 ml sporensuspensie à 0,4 x 106 sporen aangebracht; 
Sporen werden geoogst van 26 dagen oude cultures door bevochtiging van het substraat 
met 100 ml Tween 80, 0,05 %, gedurende 3 uur; 
De sporendichtheid werd bepaald van drie kookkolven per medium. Per kolf werd er één-
maal gescoord. 
Experiment 11: 
De sporenproduktie van A. caulina op ongebeukte haverkorrels werd onderzocht: 
Dit keer was de haver afkomstig van de proef boerderij van IPO-DLO. Misschien had een 
andere herkomst van de haver, invloed op de sporenproduktie van de schimmel. 
Er werden drie kookkolven ingezet; 
Per kolf werd 1 ml sporensuspensie à 3,6 x 107 sporen aangebracht; 
Sporen werden geoogst van 3 en 4 weken oude cultures door bevochtiging van het 
substraat met Tween 80, 0,05 %; 
Van de 3 weken oude cultures werden twee kookkolven geoogst. Per kolf werden de sporen 
op een verschillende manier verzameld: 
Kolf 1 : Op 5,61 g ongebeukte haverkorrels werd 20 ml vocht aangebracht. 
Dit mengsel werd gedurende 4 uur in de koelkast weggezet. 
Kolf 2: Op 11,22 g ongebeukte haverkorrels werd 20 ml vocht aangebracht. 
Gedurende 20 seconden werd het mengsel vermalen in een keukenmixer. Het 
mengsel werd daarna gedurende 2,5 uur in de koelkast weggezet, waarna het 
nogmaals gedurende 1 minuut werd vermalen. 
Na 4 weken bleef er één kookkolf over om te oogsten. Éénmaal werd de sporendichtheid 
gescoord. Op 10,15 g ongebeukte haverkorrels werd 40 ml vocht aangebracht; 
Dit mengsel werd gedurende 2 uur in de koelkast weggezet; 
De resultaten van dit experiment werden niet statistisch getoetst, daar het hier steeds om 
één waarneming per behandeling (tijdstip en manier van sporen oogsten) gaat. 
Experiment 12: 
De sporenproduktie èn -kieming van A. caulina op verschillende media werd onderzocht: 
De gebruikte media zijn gerstekorrels en tarwezemelen. 
Sporen van A. caulina werden op twee manieren verzameld vanaf de media: door middel 
van een aantal uren schudden of door middel van een aantal uren koudebewaring; 
Drie glazen Petrischalen werden gevuld met elk 100 g gerstekorrels + 100 ml gedestilleerd 
water; 
Drie erlenmeyers van 300 ml werden gevuld met elk 10 g tarwezemelen + 30 g zilverzand 
+ 20 ml gedestilleerd water; 
De media werden aangeënt met een sporensuspensiedichtheid van 2 x 106 sporen per ml. 
Zowel aan de Petrischalen als aan de erlenmeyers werden drie verschillende 
hoeveelheden suspensie toegevoegd, namelijk: 5 ml of 10 ml of 20 ml; 
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Sporen werden geoogst van 10, 17 en 24 dagen oude cultures op gerstekorrels en van 13, 
17 en 24 dagen oude cultures op tarwezemelen; 
Sporen werden geoogst van 10 dagen oude cultures op gerstekorrels door bevochtiging van 
het substraat-
Schaal: ( 5 ml) 14,74 g gerstekorrels 
(10 ml) 16,57 g gerstekorrels 
( 20 ml) 8,37 g gerstekorrels met 40 ml Tween 80, 0,05 %, gedurende 1,5 uur. 
De sporendichtheid werd bepaald van alle drie de Petrischalen. Per petrischaal werd er 
éénmaal gescoord; 
De sporensuspensies werden daarna weer aan de gerstekorrels toegevoegd. De mengsels 
werden teruggezet in de koelkast. Na totaal 17,5 uur in de koude werden de sporen-
dichtheden opnieuw gescoord; 
Deze laatste procedure werd nog eens herhaald, zodat na een totaal van 41,5 uur koude 
de sporendichtheden opnieuw gescoord konden worden; 
De sporenkieming werd bepaald volgens de standaardprocedure, nadat de suspensies 
17,5 uur en 41,5 uur in de koelkast hadden gestaan; 
Sporen werden geoogst van 13 dagen oude cultures op tarwezemelen door bevochtiging van 
het substraat: 
Erlenmeyer:( 5 ml) 12,11 g zemelenmengsel 
( 10 ml) 12,01 g zemelenmengsel 
( 20 ml) 12,00 g zemelenmengsel met 50 ml Tween 80, 0,05 %, gedurende 
3 uur. 
De sporendichtheid werd bepaald van alle drie de erlenmeyers. Per erlenmeyer werd er 
éénmaal gescoord. De sporenkieming werd per erlenmeyer vijfmaal gescoord; 
Sporen werden geoogst van 17 dagen oude cultures op tarwezemelen en gerstekorrels, 
door bevochtiging van tweemaal 10 g substraat uit elke erlenmeyer en petrischaal met 
40 ml Tween 80, 0,05 %, gedurende 2 uur. De helft werd in de koelkast weggezet en de 
andere helft werd op een schudder geplaatst. De sporendichtheid werd bepaald van alle 
genomen monsters. Per erlenmeyer en petrischaal werd er éénmaal gescoord; 
Van de suspensies met de hoogste dichtheid werd de kieming bekeken. De suspensies 
werden daartoe verdund tot 5 x 106 sporen per ml. Met deze suspensies werden steeds 
twee Petrischalen ingezet: 0,5 ml suspensie (zonder voedingsstoffen) en 0,5 ml suspensie 
(met voedingsstoffen) opgebracht; 
Sporen werden geoogst van 24 dagen oude cultures op tarwezemelen en gerstekorrels, door 
bevochtiging van ongeveer 10 g substraat uit elke erlenmeyer en petrischaal met 40 ml Tween 
80, 0,05 %, gedurende 2 uur: 
Erlenmeyer:( 5 ml) 10,10 g zemelenmengsel 
( 10 ml) 9,98 g zemelenmengsel (*) 
(20 ml) 10,35 g zemelenmengsel 
Schaal: ( 5 ml) 10,09 g gerstekorrels 
(10 ml) 10,13 g gerstekorrels (*) 
(20 ml) 10,32 g gerstekorrels 
De sporendichtheid werd bepaald van elke erlenmeyer en petrischaal. Per erlenmeyer en 
petrischaal werd er éénmaal gescoord. Van twee suspensies (*) werd de sporenkieming, 
zowel mèt als zonder toevoeging van voedingsstoffen bepaald. Per suspensie werd er 
vijfmaal gescoord; 
De sporendichtheidsresultaten van dit experiment zijn niet statistisch getoetst, daar het 
hier steeds om één waarneming per behandeling ging. 
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Experiment 13: 
De sporenproduktie van A caulina op tarwezemelen werd onderzocht, waarbij verschillende 
hoeveelheden tarwezemelen in een petrischaal werden gestopt. 
Tot dit medium werd overgegaan, omdat er nogal snel verontreinigingen optraden in de 
Petrischalen met A caulina gekweekt op gerstekorrels. 
Er werden vier Petrischalen ingezet met tarwezemelenmedium, bestaande uit: 
twee schalen: 20 g zemelen + 60 g zilverzand + 40 ml gedestilleerd water; 
twee schalen: 30 g zemelen + 90 g zilverzand + 60 ml gedestilleerd water; 
Per petrischaal werd 10 ml sporensuspensie à 1,5 x 107 sporen per ml aangebracht-
De sporendichtheid werd bepaald van één petrischaal per tarwezemelenhoeveelheid. 
Sporen werden geoogst van 13 dagen oude cultures, door bevochtiging van het substraat: 
Schaal: (20 g zemelen) 5,02 g zemelenmengsel 
(30 g zemelen) 5,01 g zemelenmengsel met 30 ml Tween 80, 0,05 %, 
gedurende 5 uur. 
De resultaten van dit experiment werden niet statistisch getoetst, daar elke petrischaal maar 
éénmaal werd gescoord. 
Experiment 14: 
De sporenproduktie van A caulina op tarwezemelenmedium werd onderzocht. 
De verschillende behandelingen bestonden uit de hoeveelheid medium in een erlenmeyer of 
petrischaal: 
vijf erlenmeyers met: 10 g zemelen + 30 g zilverzand + 20 ml gedestilleerd water 
(+ 5 ml suspensie); 
vier Petrischalen met: 20 g zemelen + 60 g zilverzand + 40 ml gedestilleerd water 
(+10 ml suspensie); 
een petrischaal met: 30 g zemelen + 90 g zilverzand + 60 ml gedestilleerd water 
(+ 20 ml suspensie); 
Per erlenmeyer of petrischaal werd een suspensie aangebracht met 1,9 x 107 sporen 
per ml. 
Sporen werden geoogst van 12 dagen oude cultures, door bevochtiging van het substraat: 
erlenmeyer: (10 g zemelen) 5,14 g zemelenmengsel 
petrischaal: (30 g zemelen) 5,05 g zemelenmengsel met 40 ml Tween 80, 0,05 %, 
gedurende 3,5 uur. 
De sporendichtheid werd bepaald van één erlenmeyer en één petrischaal. Per erlenmeyer 
en petrischaal werd er slechts éénmaal gescoord. 
De resultaten van dit experiment werden niet statistisch getoetst, daar de erlenmeyer en 
petrischaal slechts éénmaal werden gescoord. 
Experiment 15: 
De sporenproduktie van A caulina op tarwezemelen werd onderzocht. 
Zestien grote glazen Petrischalen werden ingezet. 
Per petrischaal: 20 g zemelen + 60 g zilverzand + 40 ml gedestilleerd water. 
De sporendichtheid werd bepaald van twee Petrischalen. Per petrischaal werd er één maal 
gescoord. 
Sporen werden geoogst van 2 weken oude cultures, door bevochtiging van het substraat: 
Schaal: één 5,71 g zemelenmengsel; 
twee 5,19 g zemelenmengsel met 40 ml Tween 80, 0,05 %, gedurende 2,5 uur. 
De resultaten van dit experiment werden niet statistisch getoetst, daar hiervoor te weinig 
gegevens waren verzameld. 
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3. Resultaten en discussie 
Ook de resultaten met de daarbij behorende discussie worden chronologisch, per experiment, 
weergegeven. 
Experiment 1: 
De volledige resultaten staan vermeld in tabel 1 van Appendix III—1 _ De verzameltabel 3.1 staat 
hier weergegeven. 
De gebruikte media hadden een significant effect op de geproduceerde 
sporendichtheden (P<0,05). Het medium rogge vloeibaar gaf significant minder sporen 
dan de andere geteste media. 
Op basis van een a-posteriori toets van contrasten, uitgaande van de log-getrans-
formeerde data, werden er a- en b-waarden aan de resultaten toegekend, die de 
significante verschillen weergeven. 
Tabel 3.1 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, geoogst vanaf verschillende media. 
Het gemiddelde is berekend over twee herhalingen. De standaardafwijkingen en de 
op de LSD-gebaseerde a- en b-waarden staan weergegeven. 

















De volledige resultaten van dit experiment staan vermeld in tabel 2 van Appendix HM. 
De verzameltabel 3.2 staat hier weergegeven. 
Tabel 3.2 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, geoogst van havermoutagar. De sporen 
werden op twee manieren verzameld. Het gemiddelde is berekend over drie herhalingen. 
De standaardafwijkingen staan weergegeven. 
Manier van sporen verzamelen Gemiddeld aantal sporen (x 108) per petrischaal (se) 
2,82 (0,22) 
2,70 (0,30) 
Het filtreren van de sporensuspensies door kaasdoek, had géén effect op de sporendicht-
heden (P>0,05). De maaswijdte van het kaasdoek was > 20 mm, zodat de sporen er gemak-




De volledige resultaten van dit experiment staan vermeld in tabel 3 van Appendix I If—1 _ 
De verzameltabel 3.3 staat hier weergegeven. 
Tabel 3.3 Dichtheden van sporensuspensies van A caulina, geoogst van havermoutagar. De sporen 
werden op twee manieren verzameld, elk na een aantal uren vocht op de Petrischalen. 
Het gemiddelde is berekend over drie herhalingen. De standaardafwijkingen staan 
weergegeven. 
Manier van sporen verzamelen 
Afkrabben + afgieten 
Afkrabben + filtreren door kaasdoek 
Aantal sporen 
1 uur vocht 
1,03 (0.30) 
0.95 (0.17) 
(x 108) per petrischaal 
3 uur vocht 
1,90 (0,44) 
1,70 (0.22) 
Het filtreren van de sporensuspensies door kaasdoek, had opnieuw géén significant effect op 
de sporendichtheden (P>0,05). Dit was gunstig, daar we de sporensuspensies voortaan konden 
filtreren alvorens ze te verspuiten. De grovere stukjes medium en mycelium worden er dan uit-
gehaald. Wel effect had het aantal uren dat men vocht op de Petrischalen liet staan, alvorens 
de sporensuspensies te verzamelen. Na 3 uur vocht waren de sporendichtheden significant 
hoger dan na 1 uur vocht (P<0,01). 
Experiment 4: 
Door het stapelen van de Petrischalen ontvingen de onderste schalen veel minder licht dan de 
bovenste. De Petrischalen die onder stonden, waren bedekt met w i t pluis. Dit was lucht-
mycelium wat A. caulina vormt wanneer er minder licht beschikbaar is. 
De volledige resultaten van dit experiment staan vermeld in tabel 4 van Appendix III-2. De ver-
zameltabel 3.4 staat hier weergegeven. 
Tabel 3.4 Dichtheden van sporensuspensies van A caulina, geoogst van havermoutagar. 
De Petrischalen stonden gestapeld, boven en onder. Het gemiddelde is berekend over vijf 
herhalingen. De standaardafwijkingen staan weergegeven. 
Plaats van de petrischaal Gemiddeld aantal sporen (x 107) 
per petrischaal (se) 
Boven 9,80 (3,30) 
Onder 3,78 (3,86) 
De plaats waar de Petrischalen hadden gestaan, had een significant effect op de hoeveelheid 
geproduceerde sporen (P<0,05). In de schalen die onder stonden waren beduidend minder 
sporen geproduceerd dan in de bovenste schalen. 
Experiment 5: 
De volledige resultaten van dit experiment staan vermeld in de tabellen 5 to t en met 8 van 
Appendix III-2 tot en met III-3. De verzameltabellen 3.5 en 3.6 staan hier weergegeven. 
Het dagnummer van sporen oogsten (= de kweekduur op het medium) had een significant 
effect op de sporendichtheden van de verzamelde suspensies (P<0,01). Op basis van een a-
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posteriori toets van contrasten, uitgaande van de log-getransformeerde data, werden er a-
en b- waarden aan de resultaten toegekend, die de significante verschillen weergeven. 
Alleen dagnummer 7 is significant verschillend van de andere dagnummers. 
Tabel 3.5 Dichtheden van sporensuspensies van A caulina, geoogst van havermoutagar, gescoord na: 
7-11-14-21-28 dagen incubatie. Het gemiddelde is berekend over vijf herhalingen. 
De standaardafwijkingen en de op de LSD gebaseerde a- en b-waarden staan 
weergegeven. 
Dagnummer Gemiddeld aantal sporen (x 108) 





















Na 14 dagen trad er een sterke afname van de sporenkieming op: 45 (12) % kieming. Na 
28 agen was de sporenkieming teruggelopen tot 8 (4) % (zie tabel 3.6). Aan de hand van de 
klasse-indeling die wij zelf maakten, behoren deze twee waarden tot de klassen: matige, 
respectievelijk zeer slechte kieming. 
Het dagnummer van sporen oogsten (= leeftijd van de sporen) had een significant effect op 
de sporenkieming (P<0,01). Naarmate de incubatietijd langer was, werd de sporenkieming 
slechter. 
Tabel 3.6 Sporenkiemingspercentages van A caulina, gescoord na: 7-11-14-21-28 dagen incubatie op 
havermoutagar. Het gemiddelde is berekend over vijf herhalingen. De standaard-
afwijkingen staan weergegeven. 
















Na 11 dagen kweek lag de dichtheid van kiemkrachtige sporen duidelijk hoger dan op de 
andere data. Het aantal aanwezige en tevens kiemende sporen was toen: 1,6 x 107 sporen 
per ml (zie tabel 7, Appendix III-3). 
De lengte van de sporen varieerde tussen 11-17 urn, terwijl de breedte van de sporen 
varieerde tussen 4 - 8 urn (zie tabel 8, Appendix III-3). 
Gedurende de kweek trad er geen duidelijke verandering op van de sporelengte (P>0,05) 
wel veranderde de sporebreedte significant (P<0,05). Naarmate de sporenkweek langer 
duurde, werden de sporen iets smaller. Aangezien de sporen ook slechter kiemden naarmate 
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ze langer in kweek stonden, kan het zijn dat de vitaliteit van de sporen afnam in de ti jd, 
waardoor ze wat verschrompelden. 
Experiment 6: 
De volledige resultaten van deze proef staan vermeld in de tabbellen 9 to t en met 11 van 
Appendix III-4 en III-5. De verzameltabellen 3.7 en 3.8 staan hier weergegeven. 
Op basis van een a-posteriori toets van contrasten, uitgaande van de log-getransformeerde 
data, werden er a- ,b- ,c- en d-waarden aan de resultaten toegekend, die de significante 
verschillen weergeven. 
Het dagnummer van sporen oogsten had ook in dit experiment een significant effect op de 
sporendichtheden van de verzamelde suspensies (P<0,01). 
Na 14 dagen sporenkweek werden er per petrischaal minder sporen geoogst. Een verklaring 
daarvoor hebben we niet gevonden. Wel zagen we dat na deze dip, de sporenproduktie 
weer hoger werd en dat na 28 dagen kweek de sporendichtheid weer net zo hoog was als 
na 11 dagen kweek. Waarschijnlijk is er tijdens de kweek iets misgegaan met de kweekkast, 
maar wat dat is geweest is niet te achterhalen. 
Tabel 3.7 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina geoogst van havermoutagar, gescoord na: 
4-7-11-14-21-28 dagen incubatie. Het gemiddelde is berekend over vijf herhalingen. 
De standaardafwijkingen en de op de LSD gebaseerde a-, b-, c- en d-waarden staan 
weergegeven. 







De resultaten van de sporenproduktie in de experimenten 5 en 6 werden uitgezet in een 
figuur, waarbij vermeld moet worden dat de waarneming uit experiment 6, na 14 dagen 
sporenkweek achterwege is gelaten. Deze waarneming leverde zo'n lage sporenopbrengst 
op, dat we die niet reëel achtten. In Fig. 1 zijn de waarden van de sporenprodukties (het 
aantal sporen per petrischaal uit beide experimenten) uitgezet tegen de dagnummers van 
sporen oogsten. De sporenproduktie bereikte in beide experimenten eenzelfde niveau, 
namelijk circa 2 x 108 sporen per petrischaal. Deze opbrengst werd in beide experimenten 
ook al zeer snel bereikt. In Fig. 1 is te zien dat, vanaf dagnummer 10 de sporenproduktie in 
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Figuur 1 De sporenproduktie van de schimmel A. caulina op havermoutagarmedium (x 108) per 
petrischaal, gevolgd gedurende een maand incubatie in de kweekkast. De resultaten van 
twee experimenten met hun standaardafwijkingen zijn in deze figuur uitgezet. 
Tabel 3.8 Sporenkiemingspercentages van A. caulina, gescoord na 4-7-11-14-21-28 dagen incubatie 
op havermoutagar. Twee behandelingen per datum: zonder toevoeging van voedings-
stoffen (-) en met toevoeging (+) van voedingsstoffen. Het gemiddelde is berekend over 
5 herhalingen. De standaardafwijkingen staan weergegeven. 
Dagnummer Gemiddeld % gekiemde sporen (se) 































Er was sprake van een interactie tussen de twee factoren: dagnummer en behandeling. 
Er kan daarom niet naar de hoofdeffecten gekeken worden. 
Na 14 dagen trad er een sterke afname van de sporenkieming op. Op basis van de door ons 
gemaakte klasse-indeling, konden de kiemingspercentages in de volgende klassen worden 
onderverdeeld: 
Zonder voeding: 34 (5) % (slechte kieming). 
Met voeding: 36 (3) % (matige kieming). 
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Hier kunnen we geen verklaring voor geven. Misschien waren de opgebrachte druppels 
sporensuspensie ingedroogd of waren er teveel sporen op de Petrischalen met wateragar 
gebracht. Wanneer de sporendichtheid op wateragar te hoog is, kiemen de sporen slechter. 
Na 28 dagen was de sporenkieming, zonder voedingsstoffen, teruggelopen tot 31 (2) %. 
Dit valt in de klasse 'slechte kieming'. Met voeding was het kiemingspercentage zeer hoog: 
95 (2) %. Dit valt in de klasse van 'uitstekende kieming'. 
Vooral sporen van 3 en 4 weken oud, ondervonden duidelijk een positieve invloed van de 
voedingsstoffen die toegevoegd werden. Ze kiemden veel beter. 
Na 28 dagen kweek was de dichtheid van kiemkrachtige sporen, met voeding, het hoogst van 
allemaal. Het aantal aanwezige en tevens kiemende sporen was toen: 2,7 x 107 sporen per ml 
(zie tabel 11, Appendix III-5). 
Omdat de gebruikte media van de zes gedane experimenten zo bewerkelijk waren, werd er 
naar alternatieven gezocht. De volgende proeven werden met graankorrels uitgevoerd. 
Experiment 7: 
Na 3 weken kweek op gerstekorrels: Van één kookkolf werd 191 ml sporensuspensie 
verzameld à 106 sporen per ml = 1,9 x 108 sporen per 
kolf. 
Na 2 maanden kweek op gerstekorrels: Van één kookkolf werd 259 ml sporensuspensie 
verzameld à 106 sporen per ml = 2,6 x 108 sporen per 
kolf. 
De sporenkieming werd na 2 maanden kweek gescoord: 
Zonder voedingsstoffen: 62 % kieming 
Met voedingsstoffen: 72 % kieming 
Voorzover we van één waarneming uit mogen gaan, vertoonden zowel de sporen zonder als 
mèt voedingsstoffen nog voldoende kieming. De klasse waarbinnen beide waarden vielen 
was: goed. In tegenstelling tot de sporenkweek op havermoutagar was de kieming van de 
sporen gekweekt op gerstekorrels, zonder toevoeging van voedingsstoffen, wèl goed. 
Gerst werd dan ook meegenomen in de vervolgproeven. 
Experiment 8: 
Na 1 maand sporenkweek op ongebeukte haver werd 60 ml sporensuspensie terugver-
zameld à 0,2 x 106 sporen per ml = 1,2 x 107 sporen per kolf. De sporendichtheid lag op dit 
medium een factor 10 lager dan bij de schimmelkweek op gerstekorrels. De ongebeukte 
haver met afkomst AB-DLO is verder nooit meer gebruikt. 
Experiment 9: 
De volledige resultaten staan vermeld in tabel 12 van Appendix III—5. De verzameltabel 3.9 
staat hier weergegeven. 
De sporendichtheden van de suspensies verzameld van de kolven met gerstekorrels, gerste-
korrels + perlite en haverkorrels + perlite, verschilden niet significant van elkaar (P>0,05). 
De factor medium had hier géén significante invloed op de sporendichtheden die geprodu-
ceerd werden. Perlite toevoegen aan het medium om dit wat luchtiger te houden, zodat er 
eventueel meer sporen geproduceerd zouden kunnen worden, had ook geen effect op de 
uiteindelijke sporendichtheden. Op deze media werd na 3 weken kweek een gemiddelde 








Tabel 3.9 Dichtheden van sporensuspensies van A caulina, gekweekt op verschillende media. 
Het gemiddelde is berekend over twee herhalingen. De standaardafwijkingen staan 
weergegeven. 
Media Gemiddeld aantal sporen (x 108) per kolf (se) 
Gerstekorrels 
Gerstekorrels + perlite 
Haverkorrels + perlite 
Experiment 10: 
Dit experiment kan gezien worden als een herhaling van experiment 9. De volledige resultaten 
staan vermeld in tabel 13 van Appendix III-5. De verzameltabel 3.10 staat hier weergegeven. 
Er was, net als in experiment 9, géén significant effect van de gebruikte media op de ver-
zamelde sporendichtheden (P>0,05). 
Tabel 3.10 Dichtheden van sporensuspensies van A caulina, gekweekt op verschillende media. 
Het gemiddelde is berekend over drie herhalingen. De standaardafwijkingen staan 
weergegeven. 
Media Gemiddeld aantal sporen (x 108) per kolf (se) 
Gerstekorrels 
Gerstekorrels + perlite 
Haverkorrels + perlite 
Na 26 dagen kweek werd er een gemiddelde sporendichtheid bereikt van 3 à 4 x 108 sporen 
per kolf. De verkregen sporendichtheden vonden we echter nog niet hoog genoeg. Een factor 
10 of 100 hoger dan dat deze experimenten opleverden, zou beter zijn. 
Experiment 11: 
Van 3 weken oude cultures van A. caulina op ongebeukte haver werd, vanaf het genomen 
monster, verzameld: 
15,5 ml sporensuspensie à 0,1 x 106 sporen per ml = 1,55 x 106 sporen/ 5,61 g ongebeukte 
haver = 8,3 x 106 sporen per kookkolf. 
Het monster wat van de 3 weken oude cultures werd vermalen in een keukenmixer, leverde 
omgerekend op: 
= 3,3 x 106 sporen per kookkolf. 
Van 4 weken oude cultures werd, vanaf het genomen monster, verzameld: 
36 ml sporensuspensie à 0,07 x 106 sporen per ml = 2,52 x 10e sporen/ 10,15 g ongebeukte 
haver = 7,4 x 106 sporen per kookkolf. 
Het idee achter het vermalen van het medium ongebeukte haver + de cultures van A. caulina 
in een keukenmixer, was dat er meer sporen vrij zouden kunnen komen uit de pycniden op 
het medium. Uit de resultaten blijkt dat dit niet het geval was. 
De sporendichtheid die verkregen werd na 3 weken kweek, was hoger dan na 4 weken kweek. 
Nu gaat het hier om één waarneming per tijdstip, zodat er geen statistiek op toegepast kan 









De volledige resultaten van dit experiment staan vermeld in de tabellen 14 to t en met 20 van 
Appendix III-6 t/m III-8. De verzameltabellen 3.11 tot en met 3.17 staan hier vermeld. 
In tabel 3.11 zien we dat er bij schaal 20 ml, zowel na 17,5 uur als na 41,5 uur in de koeling, 
veel minder sporen verzameld werden dan vanaf de 5 ml en 10 ml Petrischalen. Een duidelijke 
oorzaak kan hier niet voor genoemd worden. Misschien waren de gerstekorrels wat meer uit-
gedroogd in de kweekkast, zodat de schimmel te weinig vocht ter beschikking had om pycni-
den en sporen te kunnen vormen. Dit kan het geval geweest zijn omdat niet alle Petrischalen 
even goed op elkaar pasten. Ook uit tabel 3.11 is de informatie te halen dat het 41,5 uur in de 
koeling plaatsen van het mengsel (= medium +schimmel +Tween 80 0,05 %) geen hogere 
sporendichtheid opleverde ten opzichte van het 17,5 uur in de koeling plaatsen. Zo lang in de 
koeling zetten van de mengsels om de sporen vrij te laten komen, was dan ook overbodig. 
Tabel 3.11 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, na 10 dagen incubatie op gerstekorrels. 
Sporensuspensies hadden 17,5 of 41,5 uur koel gestaan. Bij het inzetten van de Petri-
schalen werden er verschillende hoeveelheden sporensuspensie opgebracht: 5, 10 of 20 ml. 
Schaal Aantal sporen (x 109) per petrischaal 










De factor aantal uren koel had een significant effect op de sporenkieming (P<0,05). Na 41,5 
uur koel lag de sporenkieming hoger dan na 17,5 uur koel. Een goede verklaring daarvoor 
kunnen we niet geven. 
Ook de factor hoeveelheid opgebrachte sporen in het begin van het experiment was signifi-
cant (P<0,001). In tabel 3.12 is te zien dat de sporen verzameld van de 20 ml schaal aanzienlijk 
beter kiemden dan de sporen van de 5 en 10 ml schalen. Een oorzaak daarvan kan zijn dat er 
teveel sporen op de wateragar gepipetteerd waren, zodat de sporendichtheid te hoog was om 
goed te kunnen kiemen. Over de vitaliteit van de sporen valt, aan de hand van deze uit-
komsten, weinig te zeggen. 
Tabel 3.12 Sporenkiemingspercentages van A. caulina, na 10 dagen incubatie op gerstekorrels. 
Sporensuspensies hadden 17,5 en 41,5 uur koel gestaan. Het gemiddelde is berekend over 
vijf herhalingen. De standaardafwijkingen en sporenkiemingsklassen staan weergegeven. 
Schaal Gemiddeld % gekiemde sporen (se) (klasse) 




15 (3) (slecht) 
14 (4) (slecht) 
93 (6) (uitstekend) 
29 (15) (slecht) 
27 (14) (slecht) 
93 (6) (uitstekend) 
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Tabel 3.13 Dichtheden van sporensuspensies en sporenkiemingspercentages van A. caulina, gescoord 
na 13 dagen incubatie op tarwezemelen. Het gemiddelde kiemingspercentage is berekend 
over vijf herhalingen. Tevens staan de standaardafwijkingen, de sporenkiemingsklassen en 
de op de LSD-gebaseerde a- en b-waarden weergegeven. 
Erlenmeyer Aantal sporen (x 108) per Gemiddeld % gekiemde sporen 
erlenmeyer (se) (klasse) 
5 ml 7,3 32 (14) (slecht) a 
10 ml 18,3 9 (4) (slecht) b 
20 ml 7,2 51 (18) (matig) a 
De hoogste sporendichtheid werd, na 13 dagen kweek op tarwezemelen, bereikt op de 
petrischaal waar in het begin 10 ml sporensuspensie op gepipetteerd was (zie tabel 3.13). 
De factor hoeveelheid opgebrachte sporen in het begin van het experiment had een signifi-
cant effect op de sporenkieming (P<0,05). Op basis van een LSD-toets, werden er a- en fa-
waarden aan de resultaten toegekend, die de significante verschillen weergeven. De kieming 
van de verzamelde suspensie vanaf de 10 ml erlenmeyer was slechter dan de kieming van de 
suspensies verzameld vanaf de 5 en 20 ml erlenmeyers. Daar er steeds geen voedingsstoffen 
werden toegevoegd, wanneer de kieming gescoord werd, is dit wellicht een goede tip voor de 
volgende experimenten. Na 13 dagen kweek hadden we toch vitale sporen verwacht. 
Zowel na 10 dagen kweek (zie tabel 14, Appendix III-6) als na 17 dagen kweek (zie tabel 17, 
Appendix III-7) waren de sporendichtheden van de suspensies, verzameld vanaf de 20 ml gerst-
petrischaal zeer laag. Waarschijnlijk heeft dit toch iets te maken gehad met uitdrogen van het 
medium. 
Het op een schudder plaatsen van de media, om zo een hogere sporendichtheid te kunnen 
verzamelen, leek geen effect te hebben. 
Tussen de sporenkweek op tarwezemelen en gerstekorrels, gedurende 17 dagen, zat wel ver-
schil (zie tabel 17, Appendix III-7). Op gerstekorrels werden op de 5 en 10 ml schalen, meer 
sporen geproduceerd dan op tarwezemelen. Daar het hier echter steeds om één waarneming 
per schaal of erlenmeyer gaat, konden er geen statistische analyses op de resultaten worden 
uitgevoerd. Het is niet te zeggen of de verschillen in sporenproduktie significant zijn. 
Tabel 3.14 Sporenkiemingspercentages van A. caulina, gescoord na 17 dagen incubatie op tarwe-
zemelen en gerstekorrels. De kieming van de in tabel 17 (Appendix III-7) met een (*) 
gemerkte suspensies, werd zowel zonder (-) als met (+) toevoeging van voedingsstoffen 
bekeken. 
Het gemiddelde is berekend uit vijf herhalingen. De standaardafwijkingen en de klasse 
van kieming staan weergegeven. 





Tarwezemelen: 10 ml 
10 ml 
Gerstekorrels: 5 ml 
10 ml 
- voeding 
40 (10) (matig) 
22 (7) (slecht) 
51 (8) (matig) 
37 (14) (slecht) 
+ voeding 
90 (10) (goed) 
48 (23) (matig) 
89 (6) (goed) 
79 (14) (goed) 
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Alle drie de factoren: media (P<0,01), manier van sporen verzamelen (P<0,001) en wel of geen 
voeding (P<0,001), hadden een significant effect op de sporenkieming. 
De sporen, gekweekt op gerstekorrels, kiemden beter dan de sporen gekweekt op tarwe-
zemelen. 
De sporen die verzameld werden door middel van schudden, kiemden slechter dan de sporen 
die koel verzameld werden. 
Toevoeging van voedingsstoffen aan de sporensuspensies had duidelijk een positief effect op 
de gemiddelde percentages gekiemde sporen (zie tabel 3.14). Zonder voedingsstoffen was de 
kieming: slecht tot matig. Met voedingsstoffen was de kieming: matig to t goed. 
Na 24 dagen kweek op tarwezemelen en gerstekorrels werden opnieuw de sporendichtheden 
en kiemingspercentages bepaald (tabellen 19 en 20, Appendix III-8). De schalen waar 10 ml 
sporensuspensie op gepipetteerd was hadden, zowel bij tarwezemelen als bij gerstekorrels, de 
hoogste sporendichtheid bereikt. Of dit verschil in sporenproduktie ook significant was, is niet 
te zeggen. 
Tabel 3.15 Sporenkiemingspercentages van A. caulina, gescoord na 24 dagen incubatie op tarwe-
zemelen en gerstekorrels. De kieming werd zowel zonder (-) als met (+) toevoeging van 
voedingsstoffen bekeken. Het gemiddelde is berekend over vijf herhalingen. De standaard-









70 (18) (goed) 
43 (5) (matig) 
gekiemde sporen (se) (klasse) 
+ voeding 
97 (2) (uitstekend) 
78 (2) (goed) 
Toevoegen van voedingsstoffen aan de sporensuspensies had een significant effect of de 
kieming van de sporen tot gevolg (P<0,001). Zonder voedingsstoffen was de kieming: matig 
to t goed en met voedingsstoffen: goed tot uitstekend. De factor medium had ook een signifi-
cant effect op de sporenkieming (P<0,001). De sporen verzameld vanaf tarwezemelen kiemden 
beter dan de sporen verzameld vanaf gerstekorrels. 
Experiment 13: 
De volledige resultaten van dit experiment staan vermeld in tabel 21 (Appendix III-8). 
De verzameltabel 3.16 staat hier weergegeven. 
Tabel 3.16 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, gekweekt op tarwezemelenmedium, 
geoogst na 13 dagen. 





Na bijna twee weken incubatie op tarwezemelen werden hoge sporendichtheden verkregen. 
Daar er van elke petrischaal steeds maar één monster werd genomen, zijn de resultaten niet 
statistisch verwerkt. De hoogste sporendichtheid werd bereikt op de schaal met 30 g tarwe-
zemelen. Geproduceerd werden: 1,1 x 1010 sporen per petrischaal. 
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Experiment 14: 
De volledige resultaten van dit experiment staan vermeld in tabel 22 (Appendix III-9). 
De verzameltabel 3.17 staat hier weergegeven. 
Tabel 3.17 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, gekweekt op tarwezemelenmedium, 
geoogst na 12 dagen. 
Aantal g zemelen per erlenmeyer of petrischaal Aantal sporen (x 109) per erlenmeyer of petrischaal 
10 1,7 
30 13,0 
Er was duidelijk verschil tussen de twee ingezette hoeveelheden tarwezemelen. Wanneer er 
veel zemelen in de petrischaal werden gestopt, was de sporenopbrengst ook hoger. Dit is niet 
zo verwonderllijk, daar de schimmels dan een groter oppervlak ter beschikking hebben waar 
pycniden, met daarin sporen, op gevormd kunnen worden. Na 12 dagen kweek op een meng-
sel met 30 g tarwezemelen was de sporenopbrengst opgelopen tot: 1,3 x 1010 sporen per 
petrischaal. 
Experiment 15: 
De volledige resultaten van dit experiment staan vermeld in tabel 23 (Appendix 111-9). 
De verzameltabel 3.18 staat hier weergegeven. 
Tabel 3.18 Gemiddelde sporendichtheid van A caulina, gekweekt op tarwezemelenmedium, geoogst 
na twee weken. De standaardafwijking is weergegeven. 
Aantal g zemelen per petrischaal Gemiddeld aantal sporen (x 109) per petrischaal (se) 
20 6,3 (0,7) 
De sporendichtheid die werd bereikt na 2 weken kweek op een mengsel met daarin 20 g 
tarwezemelen was: 6,3 (0,7) x 109 sporen per petrischaal. 
Wanneer de experimenten 13,14 en 15 met elkaar vergeleken worden, dan is er een hogere 
sporenproduktie waar te nemen, naarmate er meer tarwezemelen in de petrischaal zitten. 
Dat wil zeggen: stop je meer medium in een petrischaal, dan oogst je ook meer sporen. In de 
toekomst zal er nog een experiment uitgevoerd worden, met het tarwezemelenmedium, met 
een tijdreeks. 
Dat houdt in dat (net zoals in de experimenten 5 en 6) de sporenproduktie van A caulina 
gedurende een maand gevolgd wordt. Er zal gekeken worden naar de sporendichtheid en de 
sporenkieming. Tevens kan er nog een experiment uitgevoerd worden waarbij verschillende 
hoeveelheden tarwezemelenmedium in een petrischaal gestopt worden, om te onderzoeken 
waar het optimum ligt. Er kan echter bijna niet meer medium in een glazen petrischaal ge-
stopt worden, dan de 30 g zemelen + 90 g zilverzand + 60 ml gedestilleerd water. De dichtheid 
die wij behaald hebben is: 1,3 x 1010 sporen per petrischaal gevuld met dit tarwezemelen-
mengsel. 
28 
Er werd besloten om voortaan met het tarwezemelenmengsel-medium te werken, daar: 
1. dit medium gemakkelijk te bereiden is; 
2. de sporen gemakkelijk vanaf dit medium te verzamelen zijn; 
3. de sporenproduktie op dit medium hoog is: 1,3 x 1010 is haalbaar; 
4. de sporenkieming op dit medium goed is. 
Ook nadat het gedroogde medium 32 weken (circa 8 maanden) in de koelkast werd 
bewaard. Met toevoeging van voedingsstoffen kiemden nog 89 % van de sporen. 
Van de op gerstekorrels gekweekte sporen, die gedurende circa 10 maanden in de 
koelkast werden bewaard, kiemden nog maar 45 %. 
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4. Conclusies 
Aan de hand van de vijftien in dit rapport beschreven experimenten, is er een aantal conclusies 
te trekken en aanbevelingen te geven. 
* Filtreren van A caulina sporensuspensie door kaasdoek, met een maaswijdte > 20 cm, had 
geen effect op de sporendichtheid van het filtraat. Op deze manier kunnen de grovere 
stukjes medium en mycelium uit de suspensie gefiltreerd worden, zodat de sporen-
suspensie goed te verspuiten is zonder de spuitdop te verstoppen. 
* Het aantal uur dat er vocht op de media in de plastic Petrischalen stond, alvorens de 
sporen te verzamelen, was van invloed op de uiteindelijk verkregen sporendichtheden. 
Na 3 uur vocht op het medium, was de dichtheid van de sporensuspensie hoger dan na 
1 uur vocht op het medium. Bij de experimenten met de media gerstekorrels, haverkorrels 
en tarwezemelen lieten we het vocht steeds zo'n 2 à 6 uur op het substraat staan, zodat 
er geen vergelijking gemaakt kan worden. Echter, na een bepaald aantal uren vochtig 
gestaan te hebben, zijn de meeste sporen vrijgekomen uit de pycniden. Langer vochtig 
laten staan dan 3 à 4 uur achten we niet zinvol. 
* Lichtsterkte is een belangrijke factor die een rol speelt bij de sporenproduktie van 
A caulina. Wanneer de plastic Petrischalen gestapeld in de kweekkast werden weggezet, 
ging de schimmel op de onderste schalen over tot een andere groei. In plaats van sporen 
werd er luchtmycelium gevormd. 
* De schimmelcultures van A caulina op havermoutagarmedium bereikten een optimum 
sporenproduktie na zo'n 11 dagen incubatie. Daarna nam de sporenproduktie niet meer 
toe. 
* Toevoeging van de voedingsstoffen gist en Czapek dox, aan sporensuspensie van 
A caulina, had een positieve invloed op de sporenkieming. Het advies is om steeds de 
voedingsstoffen gist en Czapek dox aan de sporen mee te geven tijdens een inoculatie, 
zodat de sporenkieming in ieder geval niet wordt geremd. 
* De sporegrootte van de schimmel A caulina veranderde nauwelijks gedurende een 
maand kweek op havermoutagarmedium. Naarmate de cultures ouder werden, werden 
de sporen iets smaller. De sporen hadden in dit experiment géén extra voedingsstoffen ter 
beschikking gehad. De kiemkracht was afgenomen, wat tot uiting kwam in de wat ver-
schrompelde sporen. 
De sporelengte varieerde tussen 11-17 |im, de breedte varieerde tussen 4 - 8 jim. 
* De belangrijkste factor die werd onderzocht was het medium waar de schimmel op werd 
gekweekt. Er zijn in totaal negen verschillende media getest (zie tabel 3.19). Als slechtste 
media kwamen naar voren: ongebeukte haver, heldere V8-agar, rogge-agar, rogge vloei-
baar en moutagar. De sporendichtheden lagen na 2 tot 4 weken incubatie niet hoger dan 
6 x 107 sporen per plastic petrischaal of glazen kookkolf. 
Daaropvolgend kwam havermoutagarmedium, met als hoogste score, na 3 weken 
incubatie: 2,3 x 108 sporen per petrischaal. 
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Op gerstekorrels werd de sporenproduktie een stuk verbeterd. Na 3 weken incubatie 
werden er 4,4 x 109 sporen per glazen petrischaal geproduceerd. 
Op tarwezemelen groeide A. caulina het beste. Al na 2 weken incubatie, met 30 g zeme-
len per glazen petrischaal, werd er een sporendichtheid bereikt van 1,3 x 1010 sporen per 
glazen petrischaal. Dit medium werd door ons dan ook als het meest geschikte medium 
gezien om A. caulina op te vermenigvuldigen voor de veldproeven. Voor één veldproef 
hoefden we van het tarwezemelenmengsel maar 10 glazen Petrischalen (met een door-
snede van 20 cm) in te zetten, tegenover 400 plastic Petrischalen (met een doorsnede van 
9 cm) met havermoutagarmedium! 
Tabel 3.19 Overzichtstabel van de gebruikte media, waar A. caulina op kan worden gekweekt, met de 
daarbij behorende sporenprodukties na 2 à 4 weken kweek. 

























Rogge vloeibaar (1,2)* 
Ongebeukte haver (IPO-DLO) (30) 
Ongebeukte haver (AB-DLO) (30) 






* Deze waarden in de tabel zijn zo nauwkeurig mogelijk geschat. 
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Samenstelling van de gebruikte media 
* Wateraaar: 
10 g Agar Bacteriological (Agar no. 1) (Leverancier: OXOID, Code L11) per liter demiwater. 
De agar eerst aanmengen tot gelei, daarna de rest van het demi-water toevoegen (eventueel 
in een pan, op het vuur ). De flessen met een trechter vullen en gedurende 30 minuten in een 
autoclaaf (bij 120 eC) plaatsen, zodat het medium daarna steriel is. 
Het autoclaveren van de media (30 minuten bij 120 °C) is voor alle hieronder gebruikte media 
gelijk. 
* Moutagar: 
20 g moutextract (Leverancier: Merck, Art. 5391) 
15 g agar 
aanvullen met demi-water tot 1 liter. 
Dit medium net niet aan de kook brengen en goed roeren. De flessen vullen en daarna 
autoclaveren. Per fles van 300 ml kunnen er zo'n 13 à 15 Petrischalen gegoten worden. 
Per petrischaal ongeveer 20 ml medium = 0,4 g moutextract per petrischaal. 
* Haverrriputagar: 
1 liter demi-water koken 
al roerende 60 g fijn gemalen havermout (Leverancier: Quaker, H-O Havermout Naturel) 
aan het water toevoegen, de suspensie verder opwarmen tot tegen het kookpunt (niet 
laten koken, het wordt dan een slijmerige massa). 
De pan van het vuur halen en zo een uur laten staan, zodat voedingsstoffen vrij kunnen 
komen uit de havermout. 
Na 1 uur wordt de suspensie gezeefd, zodat de grove delen eruit gehaald worden. 
Per liter suspensie wordt er nu 15 g agar vermengd met 150 ml demi-water en vervolgens 
wordt dit mengsel aan de havermoutpap toegevoegd, zodat er havermoutagarmedium 
ontstaat. 
Dit medium goed door elkaar roeren, in flessen gieten en autoclaveren. 
Per liter medium kunnen er zo'n 25 Petrischalen gegoten worden. Per petrischaal 
ongeveer 40 ml medium = 2,1 g havermout per petrischaal. 
* Ruwe rogge-aaar: 
120 g roggekorrels afwegen voor 2 liter ruwe rogge-agarmedium 
korrels 10 minuten ontsmetten in 2 % Na-hypochloriet 
korrels 5x in een zeef wassen met demi-water. 
De ontsmette korrels in een 2 liter erlenmeyer brengen, 50 ml demi-water toevoegen en 
36 uur bij kamertemperatuur laten kiemen. 
Na de kieming de vloeistof afgieten en de korrels 2 maal wassen. 
De korrels overbrengen in een keukenblender, 500 ml demi-water toevoegen en 1 minuut 
malen. 
Het homogenaat terugbrengen in de 2 liter erlenmeyer en 1000 ml demi-water 
toevoegen. 
3 uur incuberen in een waterbad van 50 °C 
1-2 
Na de incubatie door een grove zeef affiltreren. 
(Voor een helder rogge-agarmedium de suspensie in grote bekers in een Sorvall 
afcentrifugeren bij 8000 rpm, gedurende 10 minuten.) 
Het filtraat aanvullen to t 2 liter. 
Al roerende het mengsel aan de kook brengen en 30 g Agar Technical no.3 en 40 g 
sucrose toevoegen. (Voor een vloeibaar medium moet men de agar achterwege laten.). 
Het mengsel enkele minuten laten doorkoken, daarna in flessen gieten en autoclaveren. 
* Heldere VS-agar-
1500 ml V8 vruchtesap 
37,5 g calciumcarbonaat 
90 g technische agar 
Voeg het calciumcarbonaat aan het vruchtesap toe en laat het 20 minuten roeren. 
Centrifugeer 20 minuten voluit en giet de heldere vloeistof af. Kook deze heldere vloeistof op 
en voeg hieraan de agar toe. Giet de vloeistof in flessen en autoclaveer het medium. 
Opmerking: 
Indien gewenst kunnen de volgende antibiotica na het autoclaveren filtersteriel worden 
toegevoegd: 
Pimaricine (Stockoplossing 2 mg/ml methanol), 0,5 ml/100 ml agar 
Carbendazim (Stockoplossing 4 mg/ml DMSO), 0,25 ml/100 ml agar 
(Carbendazim is een systemisch fungicide. Het is raadzaam om eerst na te 
gaan tegen welke schimmels dit middel werkzaam is, alvorens carbendazim 
als antibiotica te gebruiken in een kunstmatig medium voor schimmelkweek.) 
Riflapicine (Stockoplossing 12 mg/ml DMSO), 0,25 ml/100 ml agar 
* Haverkorrels: 
Dit medium-voorschrift is afkomstig van het IPO-DLO en werd daar gebruikt voor de 
vermeerdering van de schimmel Coniothirum minitans (Gerlagh, persoonlijke mededeling). 
De voedingsbron is haver (biologisch geteeld). 
De incubatie geschiedt bij 20 °C (zonder UV) totdat er geen groei meer plaatsvindt. 
250 ml kookkolven vullen met 30 g graan. 
Een dag weken in water (zodat de korrels net onder staan), daarna afgieten en uit laten 
lekken. De kolven twee maal autoclaveren, met 1 dag tussentijd. 
Het medium aanenten met 1 ml sporensuspensie van ongeveer 5 x 106 sporen/ml. 
Regelmatig schudden van de kolven om samenklonten van de graankorrels te voorkomen. 
* Gerstekorrels: 
- ' Kookkolven van 250 ml vullen met 50 g biologisch geteelde gerst (Leverancier: Zonnatura, 
hele korrels). Het is belangrijk om met biologisch geteelde gerst te werken, omdat bij 
deze teelt geen fungiciden worden gebruikt. Deze kolven vullen met leidingwater, zodat 
de gerstekorrels net onder staan. Dit overnacht laten staan. 
Het vocht daarna afgieten door een haarzeef en de gerstekorrels goed loskloppen in de 
kolf. Een wattenprop op de kolf plaatsen en autoclaveren. De korrels goed loskloppen en 
nog 24 uur laten staan. Nogmaals autoclaveren en goed loskloppen. De kolven aanenten 
met een stukje mycelium van de te kweken schimmel (of met sporensuspensie). 
De schimmelkweek van Ascochyta caulina geschiedt bij 20 °C en continu licht, waarbij de 
korrels elke dag losgeklopt moeten worden. Mochten de korrels erg droog worden, dan 




300 ml erlenmeyerkolven worden gebruikt, of glazen Petrischalen met een inhoud van 
1 liter, waarin: 
10 g reform tarwezemelen (Leverancier: Zonnatura) 
20 ml gedestilleerd water 
30 g (zilver)zand of 6 g zaagsel vermengd worden. 
Deze kolven zo laten overnachten. De volgende dag worden ze geautoclaveerd bij 120 CC, 
gedurende 30 minuten. 
De kolven worden aangeënt met: 
0,5 ml sporensuspensie van 1,5 x 107 sporen/ml per g tarwezemelen. 
De sporenkweek van Ascochyta caulina geschiedt bij 20 °C en continu licht. Wanneer het 
tarwezemelen-sporensuspensie mengsel te droog dreigt te worden moet er wat steriel 
water aan toegevoegd worden. 
Na 14 dagen sporenkweek is de schimmelcultuur klaar voor gebruik. Wanneer men de 
schimmel nog niet direct nodig heeft kan men het mengsel te drogen leggen tussen 
papier. Dit papier moet waarschijnlijk na een paar dagen ververst worden. Daarna is het 
gedroogde tarwezemelenmengsel (brokstukken) in een glazen pot in de koelkast (4 CC) 
te bewaren (zeker gedurende een half jaar tot een jaar). Wanneer men de schimmel 
nodig heeft voor een inoculatie moet men water (of uitvloeien in het geval van A. caulina 
de uitvloeier Tween 80 0,05 %) op het gedroogde tarwezemelenmengsel zetten. Na een 
paar uur, wanneer er voldoende sporen vrij gekomen zijn in de suspensie, kan de 




* Telkamer van Bürker-Turk 
Tellen van sporendichtheden met behulp van de telkamer van Bürker-Türk: 
Wanneer de sporendichtheid niet al te hoog is worden de grootste hokken geteld. Bij een heel 
hoge sporendichtheid worden de kleine hokjes geteld. In totaal worden er steeds 64 hokjes 
gescoord: 
Inhoud van de grote hokken 0,2 x 0,2 x 0,1 mm = 0,004 mm3. 
Inhoud van de kleine hokjes 0,05 x 0,05 x 0,1 mm = 0,00025 mm3-
Totaal aantal getelde sporen/64 = gemiddeld aantal sporen per hokje. 
Voor de grootste hokken geldt dan: 
(gemiddeld aantal sporen per hokje/4) x 106 = aantal sporen/ml suspensie. 
Voor de kleinste hokjes geldt dan: 
(gemiddeld aantal sporen per hokje/0,25) x 106 = aantal sporen/ml suspensie. 
* Voedingsstoffen 
Samenstelling van Difco Bacto Czapek-dox^ Broth: 
30 g Sacharose 
2 g NaN03 
1 g K2HP04 
0,5 g KCL 
0,5 g MgS04.7H20 
0,01 g FeS04.7H20 
Samenstelling van Gistextract: 
Merck Gistextract is verkregen door water-extractie van geautolyzeerd brouwersgist. Het bevat 
veel vitaminen en zorgt zo voor uitstekende groeicondities voor een groot aantal micro-
organismen. Het wordt meestal aan voedingsmedia toegevoegd als een vitamine-bron, in een 
concentratie van ongeveer 3 g per liter. 
Analyse: > 65 % droge bestanddelen 
stremmende, niet-detecteerbare, proteïnen 
< 15 % sulfaatas 
< 2,5 % fosforsamenstellingen (als P) 
0,005 % zware metalen (Pb) 
< 0,05 % calcium 
< 0,05 % magnesium 
verlies door drogen ( 104 °C, gedurende 4 uur) < 5 % 
pH (2 % oplossing): 5,5 - 7,0 
* UitvloeierTween 80 
Polysorbate 80: afgeleid van sorbitan mono-9-octadecenoate poly(oxy-1,2-ethanediyl). 
Een niet-geïoniseerde oppervlakte-actieve stof, bereid door op een Span ethyleenoxyde te 
laten inwerken, gebruik als: emulgator, bevochtigingsmiddel in cosmetische produkten, 
reinigingsmiddelen, boorolie, kleurstoffen, insecticiden, lakken, polijstmiddelen, textiel-
hulpmiddelen, farmaceutische produkten en in emulsies in het algemeen (Edel, 1954). 
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Appendix III: 
Resultaten in tabelvorm 
Tabel 1 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, gekweekt op verschillende media. 
De standaardafwijkingen zijn tussen haakjes weergegeven. 
Media Aantal sporen (x 106) per ml 
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Tabel 2 Dichtheden van sporensuspensies van A caulina, geoogst van havermoutagar. De sporen 
werden op twee manieren verzameld van het medium, elk in drie herhalingen. 
De standaardafwijkingen zijn tussen haakjes weergegeven. 
Manier van sporen verzamelen Aantal sporen (x 107) per ml Gemiddeld aantal sporen 
(x 107) per ml (se) 
1 
Afkrabben + afgieten 3.63 3.14 3.81 3,53 (0,28) 
Afkrabben* filtreren door kaasdoek 3.69 2.85 3,57 3,37 (0,37) 
Tabel 3 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, geoogst van havermoutagar. De sporen 
werden op twee manieren verzameld van het medium, elk na een aantal uren vocht op de 
Petrischalen, steeds in drie herhalingen. De standaardafwijkingen zijn tussen haakjes 
weergegeven. 
Manier van sporen 
verzamelen 
Afkrabben + afgieten 
Afkrabben + filtreren 
door kaasdoek 
Aantal sporen (x 107) 
1 uur vochtig 
1,81 1,08 0,98 








Gemiddeld aantal sporen 
(x 107)perml (se) 
1 uur vochtig 3 uur vochtig 
1,29 (0.37) 2,37 (0,55) 
1,19 (0,21) 2,13 (0,28) 
Tabel 4 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, geoogst van havermoutagar. 
De Petrischalen stonden gestapeld, boven en onder, elk in vijf herhalingen. De standaard-
afwijkingen zijn tussen haakjes weergegeven. 
Plaats van de petrischaal Aantal sporen (x 106) per ml Gemiddeld aantal sporen 
(x 106) per ml (se) 
Boven 13,88 8,81 16,63 15,88 6,06 12,25 (4,13) 
Onder 0,69 2,88 13,81 1,00 5,25 4,73 (4,82) 
Tabel 5 Dichtheden van sporensuspensies van A caulina, geoogst van havermoutagar, gescoord na: 
7-11-14-21-28 dagen incubatie. De standaardafwijkingen zijn tussen haakjes weergegeven. 
Dagnummer Aantal sporen (x 107) per ml Gem. aantal sporen 
(x 107) per ml (se) 





Tabel 6 Sporenkiemingspercentages van A caulina, gescoord na: 7-11-14-21-28 dagen incubatie op 
havermoutagar. Per datum werden vijf Petrischalen geoogst. De standaardafwijkingen zijn 















































































Tabel 7 Dichtheid van kiemkrachtige sporen van A. caulina, gekweekt op havermoutagar, gescoord 
na: 7-11-14-21-28 dagen incubatie. 











Tabel 8 Sporegrootte van A. caulina, bepaald na: 7-11-14-21-28 dagen incubatie op havermout-
agarmedium. Per datum werden van 20 sporen de lengte (L) en de breedte (B) opgemeten 


































































Gemiddelde sporegrootte (se) 
18(2) 9(1) 


































































































































































































Tabel 9 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, gekweekt op havermoutagar, gescoord in 






























































Tabel 10 Sporenkiemingspercentages van A. caulina, gescoord na: 4-7-11-14-21-28 dagen incubatie 
op havermoutagar. Twee behandelingen per datum: Zonder toevoeging van voedings-






































































































Tabel 11 Dichtheid van kiemkrachtige sporen van A. caulina, gekweekt op havermoutagar, gescoord 
na: 4-7-11-14-21-28 dagen incubatie. 
Dagnummer Dichtheid van kiemkrachtige sporen (x 107) per ml 



















Tabel 12 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, gescoord in twee herhalingen na 3 weken 
incubatie op verschillende media. De standaardafwijkingen zijn tussen haakjes weer-
gegeven. 
Media Aantal sporen (x 106) per ml 
1 
Gemiddeld aantal sporen 
(x106)perml (se) 
Gerstekorrels 
Gerstekorrels + perlite 













Tabel 13 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, gescoord in drie herhalingen na 26 dagen 




Gerstekorrels + perlite 
Haverkorrels + perlite 
Aantal sporen (x 106) per ml Gemiddeld aantal sporen Aantal ml susupensie 























Tabel 14 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, geoogst na 10 dagen incubatie op 
gerstekorrels. De sporensuspensies werden 1,5 ; 17,5 en 41,5 uur in de koelkast gezet 



































Tabel 15 Sporenkiemingspercentages van A caulina, geoogst in vijf herhalingen na 10 dagen 
incubatie op gerstekorrels. De sporensuspensies hadden 17,5 en 41,5 uur in de koelkast 
gestaan alvorens ze op 1 % wateragar gepipetteerd werden. De standaardafwijkingen zijn 
tussen haakjes weergegeven. 
Aantal uur in de 
koeling 
























































Tabel 16 Dichtheden van sporensuspensies en kiemingspercentages van A. caulina, geoogst in vijf 
herhalingen na 13 dagen incubatie op tarwezemelenmedium. De standaardafwijkingen 

















































Tabel 17 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, geoogst na 17 dagen incubatie op tarwe-
zemelenmedium en gerstekorrels. De sporen werden op twee manieren verzameld: 2 uur 
in de koelkast of op een schudder. Van de met een (*) gemerkte suspensies, werd de 



























































Tabel 18 Sporenkiemingspercentages van A. caulina, van de in tabel 17 met een (*) gemerkte 
sporensuspensies. De kieming werd zowel zonder (-) als met (+) toevoeging van voedings-
stoffen bekeken. De standaardafwijkingen zijn tussen haakjes weergegeven. Vijf her-
halingen. 
Media Manier van Schaal / Voeding 
sporen winnen erlenmeyer 
Sporenkiemingspercentages Gemiddeld % 
gekiemde 
sporen (se) 






































































Tabel 19 Dichtheden van sporensuspensies van A caulina, geoogst na 24 dagen incubatie op 
tarwezemelenmedium en gerstekorrels. Van de met een (*) gemerkte suspensies, werd de 
sporenkieming gescoord (tabel 20). 
Media Schaal / 
erlenmeyer 
Aantal ml suspensie Aantal sporen (x 107) Aantal sporen (x 107) 



























Tabel 20 Sporenkiemingspercentages van A caulina, van de in tabel 19 met een (*) gemerkte 
sporensuspensies. De kieming werd zowel zonder (-) als met (+) toevoeging van voedings-
stoffen bekeken. De standaardafwijkingen zijn tussen haakjes weergegeven. Vijf her-
halingen 





































Tarwezemelen 10 ml 
10 ml 
Gerstekorrels 10 ml 
10 ml 
Tabel 21 Dichtheden van sporensuspensies van A caulina, geïncubeerd op tarwezemelenmedium, 
geoogst na 13 dagen. 








Tabel 22 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, geïncubeerd op tarwezemelenmedium, 
geoogst na 12 dagen. 
Aantal g zemelen per erlenmeyer Aantal ml suspensie verzameld Aantal sporen (x 107) per ml 
of petrischaal 
10 38 0.56 
30 38 1.4 
Tabel 23 Dichtheden van sporensuspensies van A. caulina, geoogst na 2 weken incubatie op 
tarwezemelenmedium. 
Aantal g zemelen per petrischaal Aantal ml suspensie verzameld Aantal sporen (x 107) per ml 
20 40 1,0 
20 38 1,2 
